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评价反向蛋白质微点阵方法是否能用于怀孕女性
1\-!/

感染的检测&方法
!

建立检测
1\-!/

感染的反

向蛋白质微点阵方法!比较反向蛋白质微点阵和酶联免疫吸附试验"

X3RP6

%方法检测
#&&&

份怀孕女性的新鲜血清
1\-!/

感

染的阳性符合率!评价反向蛋白质微点阵检测
1\-!/

的可行性&结果
!

建立的反向蛋白质微点阵方法与
X3RP6

方法对

1\-!/

感染检测的阳性符合率分别为
"&&$&U

'

8"$"U

'

8'$#U

'

8"$%U

和
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!通过蛋白芯片法与
X3RP6

法各项指标检测结

果均具有较好的一致性 "

!

(

&$&,

%!但反向蛋白质微点阵对风疹病毒'巨细胞病毒和疱疹病毒的检测率高于相对应的
X3RP6

方

法&结论
!

反向蛋白微点阵法检测
1\-!/

感染!具有简便'快速!敏感性较高和特异性强等优点!是临床优生优育辅助诊断的有

效方法!未来值得推广使用&
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优生优育是提高人口素质的重要手段#世界各国非常重视

产前诊断)孕期致畸病原体感染是重要的致畸因素之一#可导

致大量畸形儿的出生#给家庭与社会带来沉重负担)这些病原

体主要包括弓形体*风疹病毒*巨细胞病毒*单纯疱疹病毒
(

*

)

型及其他感染$包括微小病毒属*人免疫缺陷病毒*肝炎病

毒*梅毒螺旋体等&)这些病原体均能通过胎盘垂直传播给胎

儿#还可通过孕妇下生殖道逆行扩散#引起胎儿感染以及胎儿

分娩时的围产期感染#导致流产*早产*死胎或胎儿宫内生长迟

缓$

R42-

&*智力发育不全*小头畸形*脑水肿*听力障碍等先天

畸形#以及新生儿感染*青春期发育障碍#临床上称为
1\-!/

综合征)但这类感染对孕妇本身影响较小#常缺乏明显临床症

状)孕妇感染并不代表胎儿感染#对这些孕妇的胎儿进行产前

诊断*确诊宫内感染非常重要)$鉴于对
1\-!/

感染潜伏

性*危害性的认识#和目前早期诊断与有效治疗手段的欠缺#重

视对孕妇的产前
1\-!/

感染的筛查诊断#以及对感染孕妇

的胎儿进行产前诊断#以确诊是否存在宫内感染&)目前#在美

国孕妇常规检查风疹病毒*乙型肝炎病毒*梅毒螺旋体*

.

组链

球菌和人免疫缺陷病毒'

"

(

#在中国北京地区也已将围产期检测

1\-!/

感染列为常规检测项目)

1\-!/

感染的诊断主要依靠病原学*免疫学和分子生物

学诊断)这些方法存在各种各样的缺陷#如病原学诊断包括显

微镜检查*动物接种*组织细胞培养病理检查等#但其阳性率较

低#往往受到条件限制#检测时间较长#且需要活体微生物方可

检测#因此不适用于临床筛查'

#

(

)应用普通的免疫学技术进行

孕妇的血清学检测作为围产期感染的主要诊断方法已有许多

年)目前大多数实验室采用酶免疫技术中的酶联免疫吸附试

验$

X3RP6

&的方法检测病原体特异性
R

L

2

和
R

L

Q

来诊断孕妇

的感染'

%=*

(

#但此类方法每次所检测的病原体种类有限#需对各

病原体逐一检测#费用较高#患者难以承受)分子生物学技术

普遍存在着扩增产物易污染而导致假阳性*操作繁琐*检测费

用较高等缺点#不适合高通量检测)

随着反向蛋白质微点阵技术的发展#反向蛋白质微点阵也

越来越多用于临床标本的检测以及蛋白质相互作用的研究'

,

(

)

在本研究中#设计反向蛋白质微点阵检测
1\-!/

感染#并与
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常规
1\-!/

的检测方法对比#评价该反向蛋白质微点阵检

测
1\-!/

的灵敏度*特异度等#为该方法的临床应用提供依

据)

?

!

材料与方法

?$?

!

标本来源
!

新鲜血清标本
#&&&

份#均来自本院和广州

市人口和计划生育科学研究所妇科门诊进行孕期体检的孕妇#

年龄
"8

!

*&

岁#室间质评标本来自国家卫计委临床检验中心)

?$@

!

反向蛋白质微点阵的设计
!

所有
1\-!/

的蛋白抗原

购自
P;

L

IE

公司#委托深圳市赛尔生物科技有限公司加工成

反向蛋白质微点阵或蛋白质微点阵#即先把
1\-!/

病原体

的抗原定量后固定在硝酸纤维包被的玻片上#然后用标准的抗

体或被
1\-!/

感染后的血清孵育#用洗涤液洗涤没有结合

的血清或抗体标本#然后加入生物素标记的抗
R

L

Q

抗体孵育

后#洗涤再加入显色液进行显色#信号用
ZEN>G

(

?>IE?;><=

催化

系统扩增扫描#用商品化的软件
Q;GF>J;

L

C<C

获得信号强度
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"

&)

图
"

!!

反向蛋白微点阵检测示意

?$A

!

反向蛋白质微点阵对
1\-!/

感染标本的检测
!

血清

标本用标本稀释液按
"c#&

进行稀释后取
#&&

"

3

加于芯片槽

中#布满芯片方槽#置于
%'f

温育
%&I;<

#洗涤
%

次#吸干水滴

后#加示踪物
#

滴#

%'f

温育
%&I;<

%洗涤
%

次#吸干水滴#加

显色剂
"

滴#

%'f

显色
+

!

"#I;<

#甩干后于蛋白芯片阅读仪

下进行灰度值扫描#通过与
G@?>KK

值的比值 $

1

"

G@?>KK

&对检测

结果进行判断#比值大于或等于
"$&&

为阳性#小于
"$&&

者为

阴性)

?$B

!

X3RP6

检测
1\-!/

感染标本
!

X3RP6

试剂盒检测新

鲜血清样品#操作按照试剂盒说明书)血清标本用标本稀释液

按
"c+&

进行稀释后#取
"&&

"

3

已稀释标本加于微孔板中#室

温反应
%&I;<

#洗涤
%

次#加酶标抗体
"&&

"

3

#室温反应
%&

I;<

#再洗涤
%

次#加入
1Q.

底物
"&&

"

3

#室温避光显色

"&I;<

#用终止液终止反应后#用
P1=%9&

酶标仪在
*,&<I

下

进行结果判读)

?$F

!

统计学处理
!

采用
P5PP"8$&

统计软件进行分析)各组

间阳性率比较用配对
%

# 检验#

!

#

&$&,

为差异具有统计学

意义)

@

!

结
!!

果

@$?

!

反向蛋白质微点阵对标准
1\-!/

抗原的检测
!

采用

标准的
1\-!/

抗原先包被#然后用卫计委临床检测中心提

供的
1\-!/

阳性和阴性样品对设计的反向蛋白质微点阵进

行检测)结果同预期的完全一致#所有的阳性样品均为阳性#

所有的阴性样品为阴性)然后对阳性样品进行稀释检测#当样

品以
"c*&

稀释后仍可检测到阳性信号)上述结果表明设计

的反向蛋白质微点阵能够检测
1\-!/

感染)

@$@

!

反向蛋白质微点阵对临床样品的检测
!

用反向蛋白质微

点阵对新鲜的孕检标本进行
1\-!/

检测#同时用
X3RP6

试

剂盒检测
1\-!/

感染#结果见表
"

)

表
"

!!

比较反向蛋白质微点阵和
X3RP6

方法检测孕妇的
1\-!/

感染%

$

#

$

$&

反向蛋白质微点阵
酶联免疫吸附试验

弓形虫感染者 风疹病毒感染者 巨细胞病毒感染者 人疱疹病毒
"

感染者 人疱疹病毒
#

感染者

阳性
+#

$

+#

&

%*

$

%"

&

"&'

$

"&*

&

#&'

$

"+8

&

'#

$

9'

&

阴性
"8"+

$

"8"+

&

"899

$

"898

&

"+8%

$

"+89

&

"'8%

$

"+""

&

"8#+

$

"8%%

&

总数
#&&& #&&& #&&& #&&& #&&&

阳性符合率
"&&$&U 8"$"U 8'$#U 8"$%U 8%$&U

!!

$&!用
X3RP6

的检测结果)

A

!

讨
!!

论

!!

反向蛋白质微点阵是将待分析样品固定在经过特殊处理

的玻片上#然后用抗体对那些待分析样品进行分析$图
"

&)该

技术是在传统的正向蛋白微点阵技术基础上于
#&&"

年创立#

最初是从肿瘤组织获取细胞群#分析存活前检查点和生长调节

蛋白的状态'

9

(

)之后#反向蛋白质微点阵技术被许多研究者采

用#不仅用于脂膜微囊组织#而且用于各种其他生物样品#包括

异质性的组织样品*细胞培养物*血清"血浆样品*卵巢流出物*

针吸样品和多肽'

,

(

)目前反向蛋白质微点阵不被限于临床前

研究#而且还可以用于癌症的临床试验检测*细胞途径的鉴定*

细菌感染检测'

'=8

(

*免疫性疾病和病毒
=

宿主的相互作用'

8=""

(

)

反向蛋白质微点阵能够检测疾病和非疾病状态下治疗前*中和

后的蛋白动力学'

"#

(

#能同时定量检测多个样品的蛋白表达水

平'

,

#

"%

(

)

蛋白质微点阵技术提供了必要的分析灵敏度#甚至能检测

超低丰度的蛋白#主要由于其灵敏度增加*减少样品体积"浓度

的要求#在一个芯片上可以分析数千个样品)反向蛋白质微点

阵不是
#

个位点的夹心类型抗体点阵#仅需要一个抗体用于检

测#待分析的数目远大于正向蛋白质点阵)典型的反向蛋白质

微点阵只需要纳米级别的样品)这些待分析物来源于培养的

细胞或体内的动物组织或临床样品)每个分析的样品点大小

从几十到几百微米#因此#反向蛋白质微点阵具有高通量#可以

同时分析数千个样品#其检测的原理类似其他免疫实验)

本研究中的阳性对照也来自卫计委的临床检测中心#保证

了阳性标本的可靠性)在反向蛋白质芯片的点阵设计上#每个

1\-!/

感染均设置
#

个阳性复孔和
#

个阴性对照复孔)用

反向蛋白质微点阵对卫计委临床检测中心提供的
1\-!/

质

控品的检测结果与预期的结果一致#此外与其他抗体没有交叉

反应)用反向蛋白质微点阵对临床收集的
1\-!/

感染样品

进行检测#对于弓形虫的检测#蛋白芯片检测与常规的
X3RP6

试剂盒的检测阳性符合率为
"&&U

$

!

(

&$&,

&#证明反向蛋白

质微点阵检测弓形虫感染具有和
X3RP6

方法相类似的灵敏度

和特异度)对于风疹病毒的检测#反向蛋白质微点阵的检测阳

性率高于
X3RP6

试剂盒#后来对反向蛋白质微点阵检测阳性

的患者随访#再用
X3RP6

方法检测证明反向蛋白质微点阵检

测结果是正确的)该结果证明 反向蛋白质微点阵对风疹病毒

感染的灵敏度高于
X3RP6

方法)对于巨噬细胞病毒和单纯疱

疹病毒的检测#反向蛋白质微点阵的灵敏度也高于
X3RP6
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法)所以#从检测的灵敏度来说#反向 蛋 白 质 微 点 阵 对

1\-!/

感染的检测超过
X3RP6

方法)最重要的是#在一块

芯片上能同时检测所有的
1\-!/

项目#能同时检测多个标

本#大大节约了成本和人力)凌云等'

"*

(研究发现反向蛋白质

微点阵法检测弓形虫的灵敏度高于
X3RP6

法)

尽管反向蛋白质微点阵对
1\-!/

感染的检测具有简

单*快速*经济和灵敏度高等特点#但该方法用于临床之前#仍

需要多中心大样品进行测试)
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(凌云#李华#冯春颜#等
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蛋白芯片法检测弓形虫的临床应用'

Y

(

$

临床医学工程#

#&"&

$

+

&!

+"=+#$

$收稿日期!

#&",=&,=#*

&

$上接第
%,#"

页&

相对探针法而言#

Pi.-2FCC<R

染料法性价比高且操作简便#

因而应用更为广泛#但由于
Pi.-2FCC<R

能与任何双链
ZV6

结合#因此需要优化反应体系并结合熔解曲线分析以确保反应

特异性'

8

(

)本研究小组建立的
!-3M#-g=5!-

检测方法经一

系列评估实验显示!本方法特异性强#线性范围广#荧光信号与

扩增
!?

值相关系数大于
&$888

#质粒标准品经反复冻融
%

次

后#批内及批间变异系数均低于
*U

#证明该方法完全符合实

验要求#可应用于临床
!-3M#

检测)笔者将该建立的方法初

步应用于健康及
633

儿童的临床标本检测#所有样本的

!-3M#I-V6

水平均在标准品线性范围内#因此本方法具有

特异性强#可行性好的特点#完全符合检测要求)

综上所述#本研究成功建立了
!-3M#

基因
-g=5!-

检测

方法#为
633

儿童个体化诊疗和
!-3M#

转化医学研究提供了

参考工具)
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